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ハバノリの抗炎症作用












































































































































	 プロスタノイドのうち炎症に関与する主なものは PG とロイコトリエン(LT)であり、PG
はホスホリパーゼ A2（PLA２）によりリン脂質からアラキドン酸が遊離し、これにシクロ
オキシゲナーゼ（COX）が作用すると生成される。また PLA２の代わりにリポキシゲナー







































































































































を 1,000 mg/kg、2,000 mg/kgの投与量となるように経口投与した。Controlには同量の蒸














































	 	 	 	 	 	 	  
 













した。Control群の増加率を 100％とすると、厚さ増加量においては 1時間目では 27%、2
時間目では 30％、4時間目では 14％抑制した。また、容積増加量においては 1時間目では
43%、2時間目では 33％、4時間目では 23％抑制した（図 4）。さらに、ハバノリ熱水抽出






































図 4．カラゲニン浮腫モデルマウスにおけるハバノリ MeOH 抽出物の抗浮腫作用に及ぼす
影響 
Each value represents mean ± S.E. (n=6), *： p<0.05 vs Control. 
◇ Control 5% DMSO 溶液  □ ハバノリ MeOH 抽出物 1,000 mg/kg   





















































Each value represents mean ± S.E. (n=6)  
















































RAW264.7細胞のLPS受容体に結合すると、様々な経路を経て I kappa Bキナーゼα（IκKα） 
および IκKβが活性化され、NF-κBに結合していた IκBがリン酸化される。リン酸化され






























LPS：リポ多糖， IκB：I kappa B，NF-κB：核内因子 κB ， NO：一酸化窒素 











◎DMSO (dimethyl sulfoxide) （Wako） 






まないリン酸緩衝液（PBS(-), pH 7.0）で洗浄後、0.25% Trypsin-EDTAを用いて細胞を剥
がし 15,000 rpmで 2分間遠心分離を行った。遠沈後、10% Fetal bovine serum (FBS)、
L-Glutamine、phenol redを含む DMEM培地で細胞濃度を 1×106 cells/mlとなるように





	 ハバノリ MeOH 抽出物と共に 24 時間インキュベートした細胞の培養上清を除去し、5 
mg/mlのMTT試薬を 1 µl加え 15分間インキュベートした。インキュベート後、上清を除
去し 100 µlの DMSOを加え 550 nmにて吸光度を測定することで細胞生存率を算出した。 
 
４）一酸化窒素（NO）産生抑制試験 
RAW264.7細胞を 96well plateにて 24時間培養後、ハバノリMeOH抽出物と LPSを
50 µlずつ添加し、さらに 24時間培養した。ハバノリMeOH抽出物はMeOHで 20 mg/ml
に調製し、さらに DMEM培地で 50倍に希釈し、終濃度 100 µg/mlとして実験に用いた。
また、LPSは蒸留水で 1.2 mg/mlに調製後、DMEM培地で 500倍に希釈し、600 ng/ml
として実験に用いた。24時間培養後、別の 96 well plateに培養上清を 100 µl回収し、Griess
試薬(1% sulfanilamide / 0.1% N-naphthylethylenediamine・2HCl in 2.5% H3PO4, =1/1  
(v/v))を 100 µl加えて 550 nmの吸光度を測定することにより上清中の NO2を測定した。 
 
５）腫瘍壊死因子（TNF‐α）産生抑制試験 
	 NO 産生抑制試験と同様の方法で培養上清を得た後、レビス TNF-α マウス（シバヤギ）
を用いる ELISAによって上清中の TNF-α濃度の測定を行った。 
 
６）プロスタグランジン E2（PGE2）産生抑制試験 
	 NO産生抑制試験と同様の方法で培養上清を得た後、DetectX Prostaglandin E2 











て、吸光度計で RNA濃度を測定し、Total RNAの濃度が 250 µg/mlとなるように RNase 
Free dH2Oで調製した。Total RNA(2 µ)と PreMIX (8 µl)を加え、lずつ加え、サーマルサ
イクラー(バイオ・ラッドラボラトリーズ)にセットした。30°Cで 10分間、42°Cで 30分間、
95℃で 5分間反応させ cDNAを合成した。反応後の PCR産物に 80 µlの RNase Free dH2O
を加えたものを後の RT-PCR テンプレートとして用いた。cDNA は反応まで-20°C で保管
した。 
 
10×RT Buffer                 	    	   1 µl 
RNase Free dH2O                         2.75 µl 
5 mM MgCl2                  	        2 µl 
2.5 µM Ramdom 9 mers 0.5µl 
10 mM dNTP mix 1 µl 
Rnase Inhibitor                     0.25 µl 
0.25 U/µl AMV Reverse Transcriptase  0.5 µl      
Total 8 µl/tube 
    
 
cDNA(2 µl)と以下の試薬を混合した PCR premix(28 µl)を加え、サーマルサイクラーを
用いて 95°C で 5分間、95°C で 30秒間、55°C で 30秒間、72°C で 30秒間を 30サイク
ル 72°C で 5分間反応させた。用いたプライマーを表 2に示した。 
 21 
 
dH2O 19.9 µl 
10×Buffer (+Mg) for rTAQ 3 µl 
2mM dNTPs 3 µl 
10 µM primer(sense) 1.0 µl 
10 µM primer(anti sense) 1.0 µl 
5 U/µl rTaq DNA Polymerase 0.1 µl       
Total                            28 µl/tube 
 
表２．RT-PCRプライマー 
遺伝子 Forward primer (5’→3’) Reverse primer (5’→3’) 
GAPDH TGCATCCTGCACCACCAACTG GGTGGCAGTGATGGCATGGAC 
iNOS AGCCCAACAATACAAATGACCCT TTCCTGTTGTTTCTATTTCCTT 
COX-2 CAGCAAATCCTTGCTGTTCC TGGGCAAAGAATGCAAACATC 
TNF-α TCTTCTCAAAATTCGAGTGACAAG GAGAACCTGGGAGTAGACAAGGT 
＊	 GAPDHのプライマーは XL001473623のmRNA配列を用いて Primar-BLASTでプラ
イマーを作成した 46)。iNOS、COX-2、TNF-αのプライマーは文献を参照した 47-49)。 
 
PCR産物はアガロースゲル電気泳動によって確認した。100 ml の（トリス酢酸緩衝液）
TAEに 1 gのアガロース Sを加えて、電子レンジで溶解させた。エチジウムブロマイドを
1 µl加えて、よく攪拌させて、ゲル板に流し込んだ。PCR産物 5 µlと 6×loading dye 1 µl
をよく混合し、その混合物をMupid-exu（ADVANCE）にセットしたゲル板のウェルにア









	 MTT 試験の結果、ハバノリ MeOH 抽出物添加群は Control 群と比較して 6.25～200 
µg/ml の範囲において有意な細胞生存率の低下はみられなかった(図 7）。このことから、ハ
バノリMeOH抽出物には 6.25～200 µg/mlの範囲において細胞毒性作用はないと考えられ
る。	 	 	 	  
NO産生抑制試験の結果、ハバノリMeOH抽出物添加群は Control群と比較して 6.25～
200 µg/ml において濃度依存的に有意な NO 産生抑制作用がみられた。その抑制率は 6.25 
µg/mlでは 14％、12.5 µg/mlでは 33％、25 µg/mlでは 38％、50 µg/mlでは 43％、100 µg/ml
では 57％、200 µg/mlでは 68％であった（図 8）。また、TNF-α産生抑制試験の結果、ハ
バノリMeOH抽出物添加群は Control群と比較して 25～100 µg/mlで濃度依存的に有意に
TNF-α産生抑制作用を示した。その抑制率は 25 µg/mlでは 58％、50 µg/mlでは 60％、100 
µg/mlでは 64％であった（図９）。さらに、PGE2産生抑制試験の結果、ハバノリMeOH抽
出物添加群は Control 群と比較して 50、100 µg/ml で濃度依存的に有意に PGE2産生抑制




炎症性サイトカインが産生される。第 1 章で述べた通り、NO や PGE2には血管拡張作用
や血管透過性亢進作用があるので、カラゲニンなどにより惹起された浮腫の形成に深く関
わる物質である。また、刺激によってマクロファージから産生される TNF-α や IL-1 など
の炎症性サイトカインも NO や PGE2の産生を介して浮腫形成に関与する物質である。本
研究では、ハバノリ抽出物のメカニズムを解明する際に細胞試験による NO、PGE2および
TNF-α産生抑制作用を指標とした。in vivoで用いたカラゲニン、in vitroで用いた LPSな
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図 7．RAW264.7細胞におけるハバノリMeOH抽出物の細胞生存率への影響 






















図 8．RAW264.7細胞におけるハバノリMeOH抽出物の NO産生への影響 




















図 9． RAW264.7細胞におけるハバノリMeOH抽出物の TNF-α産生への影響 


















図 10． RAW264.7細胞におけるハバノリMeOH抽出物の PGE2産生への影響 
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 ２章及び３章より、ハバノリMeOH抽出物は in vivoにおいてカラゲニン浮腫を抑制し、














	 各画分はガラスカラムクロマトグラフィーにより精製した。順相系担体として Silica gel 























	 ハバノリMeOH抽出物 3.97 gを各 1 lの蒸留水と EtOAc（酢酸エチル）で二液分配し、
Water①画分として 3.56 g (89.7%)、EtOAc画分として 0.36 g（9.1%)を得た（図 12）。カ
ラゲニン浮腫モデルマウスにおける抗浮腫試験の結果、Water①画分において 2時間、4時
間目でより有意な抗浮腫作用がみられた。Control群の増加率を 100％とすると、厚さ増加
量においては 2時間目で 60％、4時間目で 33％抑制した。また、容積増加量においては 2
時間目で 65％、4時間目で 49％抑制した（図 13）。このことからWater①画分に活性成分
があると判断した。さらに、活性成分があると判断したWater①画分 3.37 gを各 1 lの蒸
留水と BuOH（ブタノール）で二液分配し、Water②画分として 2.09 g (55.6%)、BuOH画
分として 0.997 g (26.6%)を得た（図 12）。Water②画分と BuOH画分についてカラゲニン
浮腫モデルマウスにおける抗浮腫試験を用いて作用を比較したところ、BuOH画分に厚さ 2
時間目で有意な抗浮腫作用がみられた。Control群の増加率を 100％とすると、厚さ増加量
においては 2時間目で 22%有意に抑制した（図 14）。このことから活性成分は BuOH画分
にあると判断した。しかし、サンプルの量が少なくなってしまったことから、以降の分画




いて RAW264.7細胞における NO産生抑制試験に供した結果、BuOH画分に 6.25～100 
µg/mlの範囲で濃度依存的に有意に NO産生抑制作用がみられた。Controlの値を 100%と
すると 6.25 µg/mlでは 12％、12.5 µg/mlでは 22％、25.0 µg/mlでは 32％、50 µg/mlでは
38％、100 µg/mlでは 47％の NO産生抑制作用がみられた（図 15）。in vivoでの結果と合
 33 
わせて活性成分は BuOH画分にあると判断した。さらに、BuOH画分 888.3 mgを各 1 l
の 40% MeOHと CHCl3で二液分配し、40% MeOH画分として 148.3 mg (4.9%)、CHCl3
画分として 740.0 mg (23.8%)を得た（図 12）。40％ MeOH画分と CHCl3画分の作用を比
較したところ、CHCl3画分において 50～100 µg/mlで NO産生抑制作用がみられた。50 
µg/mlでは 19％、100 µg/mlでは 30％の NO産生抑制作用がみられた(図 16)。この結果か
ら、活性成分は CHCl3画分にあると判断した。 
次に、CHCl3画分 700.2 mgを 2 mlの 80% MeOHに溶解し、ODS gel (50 g, 300 × 30 
mm)を用いて 80％ MeOH (250 ml), 100％ MeOH (200 ml)×2, EtOAc (800 ml)の順番に
溶媒を流し、それぞれ流した溶媒から B1画分(184.1 mg, 6.3%)、B2画分(240.9 mg, 8.2%)、
B3画分(197.5 mg, 6.7%)、B4画分(77.7 mg, 2.7%)の 4つのフラクションを得た（図 17）。
B1～B4画分の作用を比較したところ、B2と B3において 100 µg/mlで有意に NO産生抑
制作用がみられた。Control群の抑制率を 100％とするとそれぞれ 25％、12%の抑制率であ
った(図 18)。したがって、活性成分は B2と B3にあると判断した。まず B2画分の精製を
試みたが分離が困難であったため、B3についてクロマトグラフィーによる精製を進めた。
B3画分 195.6 mgを 2 mlの CHCl3に溶解し、Silica gelカラム（30 g）を用いて 100% 
CHCl3(300 ml), CHCl3：MeOH＝8：2 (660 ml), CHCl3：MeOH＝4：6 (300 ml), CHCl3：
MeOH＝2：8 (90 ml), MeOH (240 ml)の順番に溶媒を流し、B3-1画分(14.1 mg, 0.36%)、
B3-2画分(46.5 mg, 1.2 %)、B3-3画分(45.7 mg, 1.17%)、B3-4画分(17.2 mg, 0.4%)、B3-5
画分(3.5 mg, 0.87%)、B3-6画分(18.9 mg, 0.48%)、B3-7画分(12.2 mg, 0.31%)、B3-8画分
(13.4 mg, 0.34%)、B3-9画分(20.9 mg, 0.54%)、B3-10画分(69.3 mg, 1.78%)の 10個のフラ
クションを得た（図 17）。これら B3-1～B3-10画分の作用を比較したところ、B3-2の活性
は Control群の抑制率を 100％とすると、50 µg/mlでは 37％、100 µg/mlでは 49％の抑制
率だった。また、B3-7～B3-10においても 50，100 µg/mlの濃度で NO産生抑制作用がみ
られた（図 19）。これらの結果から、B3-2に最も強い活性成分があると判断した。B3-2画
 34 
分 34.8 mgを 1 mlのMeOH：Water＝8：1の溶液に溶解し、ODS gel (30 g, 300 × 30 mm)
を用いてMeOH：Water＝8：1 (900 ml), 100％ MeOH(300 ml)の順番に溶媒を流し、B3-2-1
画分(11.0 mg, 0.38%)、B3-2-2画分(2.6 mg, 0.09%)、B3-2-3画分(21.2 mg, 0.73%)の 3つ
のフラクションを得た（図 17）。 
得られた B3-2-1～B3-2-3画分において作用を比較したところ、B3-2-1の 50～100 µg/ml
の濃度において NO産生抑制作用がみられた。50 µg/mlでは 18％、100 µg/mlでは 31％の
抑制率であった（図 20）。この結果から、活性成分は B3-2-1にあると判断した。したがっ
て、ハバノリ抽出物の活性成分の一つは、水溶性成分であることが示唆された。このフラ
クションを TLC に供したところ、2 つのスポットが確認された（図 21）。また、これらの
成分はニンヒドリンで陰性であったことからアミノ基を持たないことが示唆された。また、
塩化鉄試薬で陽性であったことから、ステロール骨格を持つことが示唆された。ステロー
































































Values are expressed as means ± S.E. (n=6), ***：p<0.005 vs Control. 





































































Values are expressed as means ± S.E. (n=6), *：p<0.05 vs Control. 






















































































図 16．RAW264.7細胞におけるハバノリ BuOH分画物（40% MeOH画分、CHCl3画分）
の NO産生抑制作用に及ぼす影響 



















































図 17． RAW264.7細胞における NO産生抑制試験を指標としたハバノリMeOH抽出物の
分画スキーム 
 




























図 18．RAW264.7細胞におけるハバノリ CHCl3分画物（B1～B4画分）の NO産生抑制作
用に及ぼす影響 














図 19．RAW264.7細胞におけるハバノリ B3画分（B3-1～B3-10画分）の NO産生抑制作
用に及ぼす影響 
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図 20．ハバノリ B3-2分画物（B3-2-1～B3-2-3画分）の NO産生抑制試験 





























	 MTT試験の結果、ハバノリMeOH抽出物添加群は 6.25～200 µg/ml の範囲において細
胞生存率の低下はみられなかった。また、RAW264.7細胞における LPS刺激による NO、
TNF-α、PGE2産生抑制試験の結果、ハバノリMeOH抽出物添加群は Control群と比較し
て NOでは 6.25～200 µg/mlにおいて濃度依存的に有意な NO産生抑制作用がみられた。
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